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　　［摘要］　目的　研究热休克同源蛋白７３（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ７３０００，Ｈｓｃ７３）在基质细胞衍生因子１（ＳＤＦ１）／趋
化因子ＣＸＣ受体４（ＣＸＣＲ４）轴促进肾癌转移中的作用，确定 Ｈｓｃ７３是否参与了ＣＸＣＲ４的核定位。方法　通过蛋白电泳观
察ＣＸＣＲ４高表达后 Ｈｓｃ７３在Ａ４９８细胞中的表达情况。通过免疫染色、核蛋白免疫共沉淀等方法观察 Ａ４９８细胞在经过

ＳＤＦ１刺激后 Ｈｓｃ７３在细胞内表达情况，以及 Ｈｓｃ７３与ＣＸＣＲ４结合情况。结果　ＣＸＣＲ４高表达后，Ａ４９８细胞中 Ｈｓｃ７３表
达明显增高。Ｈｓｃ７３主要表达在Ａ４９８细胞胞质中，在ＳＤＦ１刺激后出现部分转移至细胞核。提取ＳＤＦ１刺激后的 Ａ４９８细

胞核蛋白进行ＣＸＣＲ４免疫共沉淀，其中发现了 Ｈｓｃ７３。结论　Ｈｓｃ７３作为细胞内常见的分子伴侣蛋白，参与了ＣＸＣＲ４在细
胞中的转运。对于ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４信号通路激活的部分环节起到了关键作用，并可能参与了ＣＸＣＲ４核转位的过程。

　　［关键词］　肾细胞癌；ＨＳＣ７０热休克蛋白质类；ＣＸＣＲ４受体；趋化因子ＣＸＣＬ１２；细胞核
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　　基质细胞衍生因子１（ＳＤＦ１）／趋化因子ＣＸＣ
受体４（ＣＸＣＲ４）生物轴是指由ＳＤＦ１与其特异性受

体ＣＸＣＲ４特异性结合而组成的趋化因子对，在包括

肿瘤、炎症、器官发生、ＨＩＶ感染等多种病理、生理过

程中起作用。迄今为止，已经在包括肾癌在内的２３
种癌症中发现ＣＸＣＲ４的表达［１］。近几年的多项研

究表明，ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４与肾细胞癌增殖、存活以及

转移等密切相关。因此对ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４的研究将

有助于进一步了解肾癌，丰富肾癌治疗的理论。文

献［２］曾报道了ＣＸＣＲ４在肾癌细胞上的表达情况，研

究发现人透明细胞癌细胞株———Ａ４９８细胞株高表

达ＣＸＣＲ４。ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４激活促进了肾癌肿瘤相

关血管生成，促进了肾癌癌细胞存活与增殖［３］，促进

了肾癌转移［４］，此外多项研究还表明：阻断ＳＤＦ１／

ＣＸＣＲ４通路可以抑制肾癌的生长及转移［４６］。

　　热休克同源蛋白７３（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ

７３０００，Ｈｓｃ７３）被认为是细胞内的分子伴侣蛋白之

一，最近的研究表明：Ｈｓｃ７３参与ＣＸＣＲ４从细胞膜

转移至细胞质内的过程，通过干扰 Ｈｓｃ７３的表达可

以阻止ＣＸＣＲ４的内化［７］。进一步通过免疫荧光染
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色发现：Ｈｓｃ７３与ＣＸＣＲ４在细胞质内相互作用，并

且被认为与ＣＸＣＲ４促进肿瘤的趋化作用有关［７］。

　　在前期实验中，我们发现ＣＸＣＲ４在ＳＤＦ１刺

激２４ｈ出现核转位［８］。ＣＸＣＲ４核定位促进了肾癌

细胞株Ａ４９８的侵袭和转移。通过阻断ＳＤＦ１／ＣＸ

ＣＲ４轴有可能阻断肾癌细胞的特异性靶器官转移。

因此我们希望通过研究 Ｈｓｃ７３在ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴

中的作用以期完善ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路，为临床治

疗肾癌提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料及仪器　Ａ４９８细胞（ＡＴＣＣ公司），

ＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），

ＣＸＣＲ４兔抗人多抗（货号：ＡＢ１８４６，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公

司），ＳＤＦ１细胞因子（Ｒ＆Ｄ公司），ＢＤ侵袭迁移小

室（ＢＤ公司），山羊抗人 Ｈｓｃ７３抗体（货号Ｓｃ１０５９，

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＦＩＴＣ标记小鼠抗山羊抗体（货号

ｓｃ２３５６，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），Ｇ４１８（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）

核蛋白提取试剂盒（货号：ＮＥＰＥＲ，Ｐｉｅｒｃｅ公司）。

蛋白电泳及转染常规试剂由长海医院中心实验室提

供。共聚焦荧光显微镜：ＬＳＭ５１０（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公

司），生物分光光度计（ＢｉｏＲａｄ公司），实验中常用设

备由长海医院中心实验室提供。ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质

粒及高表达ＣＸＣＲ４的 Ａ４９８细胞株由本课题组前

期制作［８］。ｐｃＤＮＡ３．１质粒由长海医院中心实验室

蔡在龙主任赠予。

１．２　Ａ４９８细胞株培养　Ａ４９８细胞株培养于含

１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２
孵箱孵育，倒置显微镜观察其生长情况，按１３传

代，收集生长期细胞，胰酶消化，新鲜培养液制备细

胞悬液，倒置显微镜下进行活细胞计数。

１．３　ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒构建及转染　收集Ａ４９８
细胞进行细胞总 ＲＮＡ 提取。引物如下：５′ＡＴＣ

ＧＴＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＴＣＡＧＴＡＴＡ

ＴＡＣＡＣＴ ＴＣＡ Ｇ３′，以及 ５′ＴＧＣ ＡＴＡ ＣＴＣ

ＧＡＧＴＴＡＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＧＡ

ＣＴＣＡ３′。设计酶切位点为：ＨｉｎｄⅢ和 ＸｈｏｌⅠ。

ｐｃＤＮＡ３．１上的酶切位点是：ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏｌⅠ。通

过转染大肠杆菌后挑选单克隆送检测序。将构建好

的ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒转染 Ａ４９８细胞，经 Ｇ４１８
（５００μｇ／ｍｌ）筛选２周后挑选单克隆，用蛋白电泳挑

选高表达ＣＸＣＲ４的Ａ４９８细胞株。

１．４　免疫荧光及共聚焦显微镜观察　将稳定生长

在玻片上的 Ａ４９８ 细胞经过 ３％ 多聚甲醛固定

３０ｍｉｎ，然后加入１％ＢＳＡ抑制，ＰＢＳ漂洗后按试剂

盒说明加入一抗、二抗，孵育后用５０ｎｇ／ｍｌ的碘化

吡啶复染细胞核。甘油封片后用共聚焦显微镜观

察。

１．５　核蛋白提取及免疫蛋白共沉淀　按试剂盒说

明书进行核蛋白提取。在提取的核蛋白中加入４０

μｌＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇ微球，４℃孵育１ｈ，１４０００×ｇ离心

２ｍｉｎ后取上清，加入１０μｌＣＸＣＲ４多抗，４℃过夜。

加入４０μｌＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇ微球，４℃孵育２ｈ（摇床）

后５００００×ｇ离心２０ｓ，去除上清，收集微球，用ＰＢＳ
漂洗后加入５０μｌ包含５％β巯基乙醇的ＳＤＳ上样缓

冲液。加热到８５℃，１０ｍｉｎ，５００００×ｇ离心２ｍｉｎ。

取上清进行蛋白电泳。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件

进行单因素方差分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

　　通过将转染ｐｃＤＮＡ３．１ＣＸＣＲ４质粒的Ａ４９８细
胞和转染空ｐｃＤＮＡ３．１质粒的Ａ４９８细胞提取蛋白
后进行蛋白电泳，结果如图１所示，高表达的 ＣＸ
ＣＲ４Ａ４９８细胞中 Ｈｓｃ７３表达明显增高。

图１　蛋白质印迹法检测高表达ＣＸＣＲ４的

Ａ４９８细胞胞质内Ｈｓｃ７３的表达

Ｆｉｇ１　Ｈｓｃ７３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＣＸＣＲ４ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

　　如图２Ａ 所示，Ａ４９８细胞在没有ＳＤＦ１刺激

时，Ｈｓｃ７３表达于细胞质内，细胞核内基本没有

Ｈｓｃ７３的表达。如图２Ｂ所示，在Ａ４９８细胞在ＳＤＦ

１刺激２４ｈ后，Ｈｓｃ７３部分表达于细胞核内，细胞质

内仍有大量 Ｈｓｃ７３表达。这说明 Ｈｓｃ７３在ＳＤＦ１
刺激后部分转移至细胞核内。

　　Ａ４９８细胞在ＳＤＦ１刺激２４ｈ后，通过ＰＩＥＲＣＥ
公司的核蛋白提取试剂提取细胞核蛋白进行分析。



·７０４　　 · 第二军医大学学报　２０１０年７月，第３１卷

再将提取的核蛋白用抗ＣＸＣＲ４的抗体进行免疫共

沉淀，结果发现免疫沉淀法得到的蛋白中有较高的

Ｈｓｃ７３蛋白。如图３所示，经ＳＤＦ１刺激后的Ａ４９８

细胞核蛋白出现了 Ｈｓｃ７３蛋白条带，而未加ＳＤＦ１
刺激的对照组没有发现 Ｈｓｃ７３蛋白条带。

图２　免疫荧光显示肾癌Ａ４９８细胞在未加入ＳＤＦ１（Ａ）和加入ＳＤＦ１刺激２４ｈ（Ｂ）后Ｈｓｃ７３的细胞内定位情况

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＨｓｃ７３ｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔ（Ａ）ａｎｄ

ｗｉｔｈ２００ｎｇ／ｍｌＳＤＦ１ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ
Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ｒｅｄ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｉｓｐｌａｙｔｈｅｎｕｃｌｅｉａｎｄＨｓｃ７３ｗａｓｌａｂｅｌｅｄｂｙＦＩＴＣ（ｇｒｅｅｎ）

图３　经ＳＤＦ１刺激２４ｈ后的

Ａ４９８细胞的核蛋白进行ＣＸＣＲ４免疫共沉淀

Ｆｉｇ３　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ａｎｄＨｓｃ７３ｉｎｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｆＡ４９８ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＳＤＦ１ｆｏｒ２４ｈａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｗｉｔｈａｎｔｉＣＸＣＲ４ａｎｔｉｂｏｄｙ
ＳＰ１ｗａｓｕｓｅｄａｓａｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨　论

　　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴是指由ＳＤＦ１与其特异

性受体ＣＸＣＲ４特异性结合而组成的趋化因子对，

在包括肿瘤、炎症、器官发生、ＨＩＶ 感染等多种病

理、生理过程中起作用。ＳＤＦ１是由 Ｔａｓｈｉｒｏ等［９］

从骨髓源性的间质细胞ＳＴ２株第一个克隆出来的，

它作为ＣＸＣＲ４唯一特异性的配体而存在。ＳＤＦ１
在包括骨髓、淋巴结、肝脏、肺、脑等多种器官或组织

中表达［１０１２］。这些高表达ＳＤＦ１的器官大部分是

肾癌转移的靶器官。ＣＸＣＲ４作为趋化因子的一种，

属于Ｇ蛋白偶联受体，是肿瘤中表达最广泛的受

体。迄今为止，已经在包括肾癌在内的２３种癌症中

发现ＣＸＣＲ４的表达［１］。

　　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴与肿瘤特异性转移的现

象最早在乳腺癌的研究中被发现［１３］。至今大量的

研究表明ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴在肿瘤的存活、侵

袭、转移中起着重要作用。肾癌高表达ＣＸＣＲ４，使

得肿瘤新生血管增生［１４］，肿瘤细胞更易存活，增殖

和侵袭能力都有所增强，更在机体内ＳＤＦ１浓度梯

度下向高表达ＳＤＦ１的靶器官转移［４］。

　　热休克蛋白是在从细菌到哺乳动物中广泛存在

一类热应激蛋白质。当有机体暴露于高温的时候，

就会由热激发合成此种蛋白，来保护有机体自身。

许多热休克蛋白具有分子伴侣活性。Ｈｓｃ７３作为热

休克蛋白家族成员之一，被证实在ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４
通路中起重要作用［７］。Ｄｉｎｇ及其同事通过免疫染

色发现：Ｈｓｃ７３和ＣＸＣＲ４在ＳＤＦ１刺激下共同表

达在胞质内，其位置和时间具有共同性。他们的进

一步研究发现，Ｈｓｃ７３是ＣＸＣＲ４转移到细胞内过程

中一个必不可少的蛋白分子。在用ＲＮＡ干扰技术

阻断细胞内 Ｈｓｃ７３的表达后，细胞膜上的ＣＸＣＲ４
将不能在ＳＤＦ１的刺激下内化［７］。并且在神经胶质

瘤Ｕ８７细胞株中发现，在 Ｈｓｃ７３缺失后，ＣＸＣＲ４介

导的细胞迁移明显受到抑制。Ｈｓｃ７３在ＳＤＦ１／ＣＸ

ＣＲ４通路介导的肿瘤细胞迁移中起重要作用。Ｄｉｎｇ
及其同事的实验报道是目前首次研究 Ｈｓｃ７３在

ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路中的作用。

　　在前期的实验研究中我们发现：肾癌细胞株

Ａ４９８细胞中ＣＸＣＲ４在ＳＤＦ１刺激下转移至细胞

核内，出现ＣＸＣＲ４核转位的肾癌细胞其侵袭力更

强［８］。因此阻断ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路对肾癌的治疗
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作用备受关注。目前的大量动物实验研究发现阻断

ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴可以引起肿瘤细胞凋亡，抑

制肿瘤细胞转移［４，６，１５］。

　　因此我们认为 Ｈｓｃ７３作为ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物

轴中的重要蛋白分子，有必要进一步了解其在ＳＤＦ

１／ＣＸＣＲ４生物轴中的作用。通过实验，我们发现：

在肾癌细胞高表达ＣＸＣＲ４后 Ｈｓｃ７３明显增强，而

且在ＳＤＦ１刺激后 Ｈｓｃ７３部分转移至细胞核。这

说明 Ｈｓｃ７３很有可能参与了 ＣＸＣＲ４的核定位过

程。但由于本实验自身的限制，市场上没有合适的

抗体，不能通过免疫染色直观地显示 ＣＸＣＲ４与

Ｈｓｃ７３在细胞核内的定位情况。但是细胞核蛋白免

疫共沉淀的结果证实：ＣＸＣＲ４与Ｈｓｃ７３在细胞核内

相互作用。

　　综上所述，Ｈｓｃ７３作为ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴

在肾癌增殖和转移中的重要蛋白，参与了 ＣＸＣＲ４
的内化、胞质内转位以及核定位。本研究证实

Ｈｓｃ７３与ＣＸＣＲ４在细胞核内相互作用，是参与ＣＸ

ＣＲ４核定位的可能靶蛋白之一，为进一步研究

Ｈｓｃ７３与ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴的关系提供了一定

的线索。阻断 Ｈｓｃ７３在ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴的信

号通路有可能抑制肾癌细胞的增殖，并进一步为临

床治疗肾癌提供理论依据。
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